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The allergenic fraction of rice seed extract contained many kinds of putative allergens. Western-blot analysis of the
fraction with sera from rice allergy patients showed a significant inter-individual variation of IgE-binding patterns. Two-
dimensional SDS-PAGE has shown that after centrifugation, the supernatant of gelatinized and liquefied rice slurry con-
tained almost no protein. So the solution should be useful as a basic ingredient for less-allergenic or low protein bever-
age, which is beneficial for rice-allergic patients as well as renal patients.
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Abstract
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報 文
１
緒 言
厚生労働科学研究班による「食物アレルギーの診療
の手引き２００８」によると，わが国における食物アレル
ギー有病率は乳児が約１０％，３歳児で約５％，学童以
降が１．３―２．６％程度であり，全年齢を通して推定１―
２％程度の有病率とされる．食物アレルギーは最近増
加傾向にあることが指摘されており，アトピー性皮膚
炎やアナフィラキシーなど重篤な症状を誘発すること
もあることから，早急に対応すべき課題である．
アレルギー症状の発症には，食生活を含む環境要因
とともに，免疫の反応性を決定する遺伝子（免疫応答
遺伝子）や，免疫反応を抑制する遺伝子（免疫抑制遺
伝子）が関与し，アレルギーの起こしやすさは遺伝的
にある程度決定されていることが明らかになりつつあ
る．こうしたゲノム研究の成果が将来的には食物アレ
ルギーやアトピー性皮膚炎の根本的な治療に貢献する
と期待されるが，現在のところはアレルギーの原因物
質であるアレルゲンの除去と，薬物によるアレルギー
症状の緩和（対症療法）が現実的な対応策である．
アレルゲンの分解・変性による低アレルゲン食品の
開発は，治療や対症療法によらずアレルギー発症の抑
制・回避が期待できることから重要な研究課題の一つ
である．Chungら１，２）は，ピーナツの主要なアレルゲン
Ara h１や Ara h２をフィチン酸やフェノール化合物と反
応させることで不溶化し，除去する手法を開発してい
るが，全ての種類のアレルゲンが除去されるのではな
い．穀物からほぼ全てのアレルゲンを除去する加工技
術が開発できれば，低アレルゲン食品の原料提供に利
用できる可能性がある．
米粉に加水し，オートクレーブ中で加熱しながら熱
安定性の α―アミラーゼで液化すると，不溶化した蛋
白質をその後の濾過により回収できることが知られて
おり，これは蛋白質の熱凝固によると考えられてい
た３）．また，米粉に還元剤 DTTを添加すると糊化時に
澱粉の吸水が促進されることや，RVAで測定した際
の粘度上昇開始温度が低下することなどから，分子間
ジスルフィド結合により高分子化した蛋白質がバリア
となって澱粉の吸水を妨げている可能性が示唆されて
いる４）．このバリアをプロテアーゼで破壊することで
米澱粉の吸水を促進し，グルテンフリー米粉パンの膨
らみを改良する試みがなされているが，共焦点レー
ザー顕微鏡を用いた観察により，生地にプロテアーゼ
を添加したパンでは澱粉に結合した蛋白質の集合体が
分散することが観察されている５）．これらの知見は，
澱粉が糊化する際に蛋白質の溶解性が変化すること，
また，この現象を利用して蛋白質を除去できる可能性
を示唆するが，米に含まれる多種類の蛋白質のうち，
どの蛋白質がどの程度不溶化するのかなど，詳しい解
析はなされておらず，そのメカニズムについても検証
されていない．そこで本研究では，糊化における蛋白
質の溶解性の変化についての解析と，それを利用した
低蛋白質・アレルゲン食品の加工技術の可能性につい
て検討することとした．
実験材料及び方法
１．米アレルゲン画分の調製および二次元電気泳動に
よる蛋白質の分離
抽出法は文献６を参考に室温で実施した．精白米（長
野県産コシヒカリ）１ｇをコーヒーミルで破砕し，そ
の粉末を１０mLの１M食塩水に懸濁して室温で１６時間
攪拌した．懸濁液を５，０００×gで１０分間遠心した後，
上清を遠心カラム CL４（ミリポア製）で濾過し，ア
レルゲン抽出液を得た．これを遠心カラム YM―１０（ミ
リポア製）で１４，０００×gで３０分程度処理して脱塩し，
二次元電気泳動用サンプルバッファーに溶解し，二次
元電気泳動装置 Protean IEF Cell（Bio-Rad製）により
蛋白質を分離した．
泳動後のゲルを２０％のメタノールを含む２５mMトリ
ス―２０mMグリシンバッファー中で振とうした後，セ
ミドライブロッティング装置（Bio-Rad製）を用いて
PVDF膜に１mA/cm２で３０分間転写した．５％の脱脂
粉乳を含む TBS―Tバッファ （ー１３７mMの食塩と０．１％
の Tween２０を含む２０mM Tris―塩酸，pH７．６）に転写後
の PVDF膜を３２℃で２時間浸漬した後，５０倍に希釈
したアレルギー患者血清を含む TBS―Tバッファー中
で３２℃，２時間浸漬した．これを，二次抗体（１／５００
に希釈した HRP―結合マウス抗体）で３０分間処理し，
TBS―Tバッファーで洗浄した後，ECL検出キット（GE
ヘルスケア製）で検出した．
２．米糖化液の調製と電気泳動による蛋白質の解析
精白米に３倍量の水を加え，多管式第一種圧力容器
（有限会社アトラスエンジニアリング製，型式 BEM）
中で１２１℃，６分間加熱し，糊化させた後，その糊化
物を４５℃まで冷却した．これにアミラーゼ N―KT２（協
和化成株式会社製．グルコアミラーゼ，α―アミラー
ゼ及びプロテアーゼ活性を有する複合酵素剤）を０．２％
２
（w/w）添加し，４５℃に保温したままホモジナイザー
処理を１０分間行って十分に撹拌・混合して液化した．
液温を９６℃に上昇させて酵素を失活させ，振動篩い（８０
メッシュ）で処理して米の糖化液を得た．
糖化液に等量（w/w）の２倍濃縮 SDSサンプルバ
ッファー（６M尿素，４％SDS，２０％グリセロールを
含む１２５mMトリス／塩酸）を加えて混合し，一晩室温
で保存した．サンプルバッファーは還元剤として１００
mMDTTを含むものと含まないものを用いた．これを
５，０００×gで１０分間遠心し，上清を SDS-PAGEに供し
た．
３．蛋白質の熱変性による沈殿の可能性の検討
アレルゲン抽出液をオートクレーブで１２１℃，１５分
間加熱した．これを遠心カラム CL４（５μm以上の粒
子を排除，ミリポア製）の上部カラムに添加し，添加
した液が上部カラムから下部カラムに移行するまで遠
心した．次いでその下部カラムから溶液を回収して遠
心カラム YM―１００（排除限界分子量１０万，ミリポア製）
の上部カラムに添加し，添加した液が上部カラムから
下部カラムに移行するまで遠心した．さらにこの下部
カラムから溶液を回収して YM―１０（排除限界分子量
１万，ミリポア製）の上部カラムに添加し，添加した
液が上部カラムから下部カラムに移行するまで遠心し
た．それぞれの上部カラムから１００mMの DTT，６M
尿素を含む SDSサンプルバッファー（６２．５mMトリ
ス／塩酸バッファー，２％SDS，２０％グリセロールを
含む）で蛋白質を抽出した．抽出液を１０，０００×gで１０
分間遠心して夾雑物を取り除き，上清を SDS-PAGE
で分析した．
実験結果および考察
１．米アレルゲン画分に含まれる蛋白質の内部アミノ
酸配列分析による同定およびアレルギー患者血清と
の反応性の解析
まず，米に含まれるアレルゲンの同定を試みた．米
アレルゲンはそのほとんどが塩可溶性であることが知
られている６，７）．そこで白米から得た塩溶性画分を脱塩・
濃縮し，含まれる蛋白質を二次元電気泳動により分離
した（図１Ａ）．また，主要なスポットをゲルから切
り出し，内部アミノ酸配列分析による蛋白質の同定を
行った（表１）．これまで米アレルゲン画分で報告さ
れている２６kDaグロブリンや α―アミラーゼ／トリプシ
ンインヒビター，ラクトグルタチオンリアーゼ以外に，
熱ショック蛋白質やキュピン，ジスルフィドイソメ
ラーゼやトリオースリン酸イソメラーゼ，マレートデ
ヒドロゲナーゼやエノラーゼ等，他の植物で報告され
ているアレルゲンが新たに同定された．
次に，臨床的所見から米アレルギーと診断された患
者の血清との反応性を調べたところ，患者によって反
応するアレルゲンが異なることが示唆された（図１Ｂ
～Ｄ．Ｅ，Ｆは非アレルギー者の血清）．ウェスタン
ブロッティングにおけるこうした“inter-individual vari-
図１．米塩溶性画分の二次元電気泳動（Ａ）とウェスタンブロッティング（Ｂ～Ｆ）
Ｂ～Ｄ：アレルギー患者血清； Ｅ，Ｆ：非アレルギー者の血清．
３
ation”は，小麦８）やゴマ９）でも報告されており，交配や
遺伝子組換えによってどのアレルゲンを除去するべき
か絞り込むことが容易でない原因の一つである．本研
究からも，米で多くのアレルゲンを一度に除去できる
加工技術の開発の重要性が再確認された．
２．澱粉糊化前後での蛋白質の溶解性の変化
米粉に加水しただけの未加熱の懸濁液からは，グル
テリンやグロブリン，トリプシンインヒビターが SDS
により抽出された（図２Ａa）．対照的に，米粉に加水
後加熱し，澱粉が糊化した後に α―アミラーゼを添加
して液化させると，ほとんどの蛋白質が SDSでは抽
出されなくなった（図２Ａb）．一方，還元剤を添加し
た SDSバッファーで抽出すると，両者から蛋白質が
回収された（図２Ｂ）．本研究は食品原料の開発を目
的とするため，実験に食品添加用のアミラーゼを用い
たが，プロテアーゼを含まない精製アミラーゼを用い
ても同様の結果が得られている（未発表）．
以上の実験結果より，米澱粉が糊化すると SDS可
溶性のほとんどの蛋白質が SDSに対して不溶化する
こと，また，還元剤を添加すると再び溶出されること
から，不溶化にはジスルフィド結合の形成が関与する
ことが裏付けられた．
３．不溶化は蛋白質の熱変性によるのか？
澱粉が糊化する際に蛋白質が不溶化する原因は熱変
性によると一般的に考えられている３）．これを検証す
るため，米から得た塩溶性画分をオートクレーブで処
理し，不溶化するか調べた．塩溶性画分と，これをオー
トクレーブ処理したものについてそれぞれを遠心カラ
ム CL４の上部カラムに添加し，添加した液が上部カ
ラムから下部カラムに移行するまで遠心した．ここで
添加液に沈殿が含まれればこのカラムに捕捉されるは
ずである．次いでその下部カラムから溶液を回収して
遠心カラム YM―１００および YM―１０に順次アプライし
た．この添加液中で複数の分子が結合して高分子化し
ていれば前者，分子量が変化していない蛋白質は後者
のカラムに捕捉されるはずである．それぞれの上部カ
ラムから蛋白質を抽出し，SDS-PAGEで分析したとこ
ろ，塩溶性画分に含まれる蛋白質は加熱の有無にかか
わらずそのほとんどが分子量１万の分子ふるいで捕捉
されていた（図３）．この結果から，アレルゲン蛋白
質自体は熱処理では沈殿や高分子化することはなく，
熱凝固しないことが示唆された．
表１．米塩溶性画分に含まれる蛋白質の内部アミノ酸配列分析
内部アミノ酸配列 ホモロジーサーチによる同定 アレルゲンファミリー
アレルゲン性
（報告されているものは Y）
1. VEPQQCSIFAAGDHH 26kDa globulin 2S seed storage albumin family Y
2. DHHQVYSPGEQC Seed allergenic protein RAG1 Alpha-amylase trypsin inhibitor family Y
3. ELGATDVGHXMA,
CQPGMGYPMYSL Allergenic protein Alpha-amylase trypsin inhibitor family Y
4. ELGAPDVGHPMS Allergenic protein Alpha-amylase trypsin inhibitor family Y
5. ELGATDVGHPMA
CQPGMGYPMYSL
QLAAVDDSWCR
Seed allergenic protein RAG2 Alpha-amylase trypsin inhibitor family Y
6. INDAVVTVPAYF, ERIDARNQLETY HSP70precursor(barley) HSP70family Y
7. NGXEGGRPYHLXE Putative globulin Cupin family Y
8. VVLVDNADFLK lactoylglutathione lyase Glyoxalase I family Y
9. VEPQQCSIFAAG, QYAAQLPSMCRV 26kDa globulin 2S seed storage albumin family Y
10. GAMAAIAEGLPG Hypothetical protein OJ1116-C08.106 Alpha-amylase trypsin inhibitor family Y
11. VSFGENFSPAR, LRSPAAEALGPT Hypothetical protein OSJNB0024A20.12 −
12. SVYYGAAEEF Protein disulfide isomerase Y
13. FRRPGALGLR 26kDa globulin 2S seed storage albumin family Y
14. ELGATEAGHPMA Seed allergen RA17 Alpha-amylase trypsin inhibitor family Y
17. VATPDQAQEV Triosephosphate isomerase Y
19. QYAAQLPSM, ARQYAAQLPSM 26kDa globulin 2S seed storage albumin family Y
20. VEPQQCS, YGGEG, QYAAQLP,
ARQYAAQ 26kDa globulin 2S seed storage albumin family Y
21. VLVVANPANTNA Malate dehydrogenase Y
22. LTPFYK LAPGVQXITTV Putative protein disulfide isomerase Y
23. EALQAEAGLPV Granule-bound starch synthase I −
24. FRAPVEPY TYDLNFK Enolase Y
４
図３．米塩溶性画分の熱処理による沈殿の生成の解析
図２．デンプン糊化前後での主要な蛋白質
の溶解性の変化
Ａ：還元剤無添加の SDSバッファーによる抽出；
Ｂ：還元剤を添加した SDSバッファーによる抽出．
ａ：糊化前； ｂ：糊化後．
ｘ：試料をロードしていないレーン．
５
また，米粉に加水せず，そのままオーブンで加熱し
ても蛋白質の不溶化は起こらない（未発表）ことから，
不溶化には水の存在下での加熱，すなわち糊化，が必
須であると推測される．
４．蛋白質・アレルゲンの除去について
糊化における蛋白質の不溶化を利用して糖化液から
蛋白質の除去が可能か調べた．米粉に加水して糊化温
度以上に加熱し，放冷後にアミラーゼを添加して液化
した糖化液は，６０×g程度の弱い遠心力で透明な上層
と白濁した下層に分けることができた．上・下層の界
面付近（図４a，b）からそれぞれ少量の溶液をサンプ
リングし SDS-PAGEで分析すると，ほとんどの蛋白
質は下層に存在し，上層には含まれなかった（図４）．
一般的に，熱変性した蛋白質を遠心により分離する
際には１０，０００×g程度の遠心力を要することから，こ
の実験結果は不溶化が単純な熱変性によるものではな
いことを支持する．また，Chungらが開発したピーナ
ツアレルゲンの除去法１，２）が８，０００×g程度の遠心力を
要するのに対し，本法は分離に要する施設の簡素化や
消費エネルギーの低減などの点で有益であると考えら
れる．
上・下層に含まれる蛋白質を二次元電気泳動により
詳細に解析しても（図５），図１で同定されたアレル
ゲンは上層には確認されず，蛋白質がほとんど含まれ
ないことがわかった．グルテリン・プロラミン等，米
貯蔵蛋白質は本来水に不溶性のものが大半であるが，
糊化後の糖化液を遠心することで可溶性画分を含めた
ほぼ全ての蛋白質が除去されることが明らかになっ
た．また，糊化前には SDS可溶性のグルテリンが糊
化後には不溶化するなど，糊化の前後で多くの蛋白質
の溶解性が変化を受けると考えられる．遠心後の糖化
液の上層には白米１００グラムあたりブドウ糖，麦芽糖
がそれぞれ６４．８グラム，１４．２グラム含まれており（食
品分析センター調べ），白米からほぼ定量的に単糖が
回収されていることから，本知見を蛋白質やアレルゲ
ンを穀物から除去し，アレルギー患者・腎臓病患者用
の飲料，あるいは低蛋白・低アレルゲン食品原料とし
て利用するための簡便な加工技術に応用できる可能性
がある．
蛋白質が不溶化するメカニズムは不明である．図２
から，ジスルフィド結合の形成が関与すること，図３
から，単純な熱変成による沈殿ではないことが示唆さ
れる．米粉を脱脂後，SDSにより抽出した画分は，
分子間ジスルフィド結合により高分子化したグルテリ
ン集合体を含み，これが他の蛋白質も巻き込んでいる
こと，また，これらが還元剤存在下で遊離することが
報告されている１０）．今回のように，加熱によるジスル
フィド交換反応によってグルテリンの高分子化が生じ
た場合でも，ポリペプチド間での疎水性相互作用や水
素結合，分子間ジスルフィド結合等により他の蛋白質
をトラップした可能性がある．
図４．米糖化液の遠心による上・下層への分離と，それぞれに含まれる蛋白質の解析
Ａ：分離のモデル図； Ｂ：上・下層に含まれる蛋白質の組成．
ｘ：試料をロードしていないレーン．
６
還元剤の存在・非存在下における米粉の RVAデー
タや吸水量の比較などから，「（糊化における吸水を妨
げる）蛋白質のバリアは米胚乳にはじめから存在する，
あるいは調理過程や玄米をパーボイリングする過程で
生成する」４）ことが推測され，生成した高分子集合体が
澱粉と相互作用する可能性も示唆されるが，分子的な
証明はなされていない．糖化液を弱い遠心力で分離し
た際，界面の上下で蛋白質の組成が全く異なっていた
（図４）ことから，不溶化が単純な熱変性によるもの
ではないことが示唆されるが，不溶化が分子間ジスル
フィド結合による高分子化とそれに引き続く澱粉との
相互作用によるのか，あるいは澱粉の糊化と蛋白質の
動態変化が全く独立して起こるのかは現時点では不明
である．メカニズムの解明には今後さらに研究を進め
ることが重要である．
プロテアーゼの作用により食品アレルゲンを消化・
低減化することも試みられているが，蛋白質が十分に
消化されない場合があり，生成したプロテアーゼ耐性
フラグメントがアレルゲンになる危険性がある１１）．一
方，糊化後の糖化液上清には二次元電気泳動を用いた
分析からも蛋白質は検出されず，蛋白質やアレルゲン
が残留する可能性が低い．米を原料とした糖化液には，
抗ピロリ菌作用が報告されている（既報：平成１８年度
産学官連携による食料産業等活性化のための新技術開
発事業（農林水産省事業）ことから，アレルゲンを含
まない機能性食品素材の開発への応用も期待できる．
一方，低アレルゲン製品の実用化には，医療機関の監
督下でのアレルゲン性の評価や，生産ラインにおける
コンタミの制限など，クリアすべき問題点が数多くあ
る．現在実用化に向けた研究を進めている．
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要 約
米アレルゲン画分には多くの種類のアレルゲンが含
まれ，米アレルギー患者血清を用いたウェスタンブロ
ッティングにより，反応するアレルゲンが血清によっ
て異なることが確認された．米粉に加水・加熱し糊化
させた後，アミラーゼ処理で液化した糖化液を遠心す
ると，二次元電気泳動による解析からも上清には蛋白
質やアレルゲンがほとんど含まれないことから，アレ
ルギー患者・腎臓病患者用の飲料，あるいは低蛋白・
低アレルゲン食品原料として利用できる可能性があ
る．
図５．上・下層に含まれる蛋白質の二次元電気泳動図
７
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